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| - Cultura laboratorial dos microrganismos

P ara se cultivar microrganismos em laboratério € necessario
supri-los com todos os nutrientes que eles requerem. A exi-
géncia de nutrientes varia muito, e um conhecimento acerca
dos principios da nutri¢io microbiana é necessirio para o su-
cesso de uma cultura de microrganismos. Serdao analisados al-
guns principios gerais da nutri¢do microbiana e, em seguida, es-
ses principios serdo expandidos no Capitulo 13, no qual aampla
diversidade metabélica do mundo microbiano seréd evidenciada.

3.1 Quimica e nutricao celular

Organismos diferentes necessitam de complementos nutri-
cionais distintos, e nem todos os nutrientes sio exigidos na
mesma quantidade. Alguns nutrientes, denominados macro-
nutrientes, sao necessarios em grandes quantidades, enquanto
outros, denominados micronutrientes, sio necessarios apenas
em quantidades traco.

Composicao quimica de uma célula

Todos os nutrientes microbianos sao originados dos elemen-
tos quimicos. Contudo, somente alguns poucos elementos do-
minam os sistemas vivos e sdo essenciais: hidrogénio (H), oxi-
génio (0), carbono (C), nitrogénio (N), fésforo (P), enxofre (S)
e selénio (Se). Adicionalmente a estes, pelo menos 50 outros
elementos quimicos, embora néo sejam requisitados, sio me-
tabolizados de alguma forma pelos microrganismos (Figura 3.1).

Além da dgua, que corresponde a 70 a 80% do peso seco
de uma célula microbiana (uma tnica célula de Escherichia
coli pesa apenas 107 g), as células consistem principalmen-
te de macromoléculas — proteinas, dcidos nucleicos, lipideos
e polissacarideos; os blocos de construgdo (mondémeros) des-
sas macromoléculas sio os aminoécidos, nucleotideos, acidos
graxos e aglicares, respectivamente. As proteinas dominam a
composigido molecular de uma célula, correspondendo a 55%
do peso seco total celular. Além disso, a diversidade de protei-
nas excede aquela de todas as macromoléculas combinadas.
Interessantemente, embora o DNA seja tdo importante para
uma célula, esse contribui com uma pequena porcentagem do
peso seco celular; o RNA é muito mais abundante (Figura 3.1c).

Os dados demonstrados na Figura 3.1 sio de andlises
atuais de células de E. coli; dados comparéaveis variam um pou-
co de um microrganismo para outro. Contudo, em qualquer
célula microbiana, carbono e nitrogénio sdo macronutrientes
importantes, por isso, inicia-se o estudo sobre nutri¢do micro-
biana com esses elementos essenciais.

Carbono, nitrogénio e outros macronutrientes

Todas as células requerem carbono, e a maioria dos procariotos
necessita de compostos orgdnicos (que contém carbono) como
sua fonte de carbono. Cerca de 50% do peso seco de uma célula
bacteriana é composto por carbono (Figura 3.15). O carbono é
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Figura 3.1 Composicdo elementar e macromolecular de uma célu-
la bacteriana. (a) Tabela periodica microbiana dos elementos. Com excegédo
do uranio, que pode ser metabolizado por alguns procariotos, os elementos do
periodo 7 ou além, na tabela periédica completa dos elementos, ndo sdo meta-

Composicdo macromolecular de uma célula

Macromolécula Porcentagem do peso seco

Proteina 55

Lipideo 9.1

Polissacarideo 5,0

Lipopolissacarideo 3,4

DNA 3.1

RNA 20,5
fc)

bolizados. (b) Contribuigao dos elementos essenciais para o peso seco da célula.
(c)Abundéncia relativa das macromoléculas em uma célula bacteriana. Dados em
(b) de Aquat. Microb. Ecol. 10:15-27 (1996) e em (c) de Escherichia colie Salmo-
nella typhimurium: Cellular and Molecular Biology. ASM, Washington, DC (1996).



obtido de aminodcidos, dcidos graxos, dcidos organicos, agu-
cares, bases nitmgenadas, compostos aromdticos e outros ini-
meros compostos organicos. Alguns microrganismos sio auté-
trofos, sendo capazes de sintetizar as suas proprias estruturas
celulares a partir do didxido de carbono (CO,).

Uma célula bacteriana é composta por cerca de 13% de ni-
trogénio, presente em proteinas, dcidos nucleicos e virios outros
compostos celulares. O volume de nitrogénio disponivel é en-
contrado na natureza na forma de aménia (NH,), nitrato (NO,")
ou em gds nitrogénio (N,). Praticamente todos os procariotos
sdo capazes de utilizar o NH, como sua fonte de nitrogénio,
embora outros possam também utilizar o NO,7, e alguns con-
seguem ainda utilizar fontes organicas de nitrogénio, como os
aminodcidos. O N, s6 consegue ser utilizado como uma fonte de
nitrogénio por procariotos fixadores de nitrogénio (Se¢do 3.17).

Seguindo C, N e O e H (da dgua, H,0), muitos outros ma-
cronutrientes sio necessirios as células, mas geralmente em
quantidades menores (Figura 3.15). O fosforo é requerido pela
célula para a sintese de acidos nucleicos e fosfolipideos, e geral-
mente é fornecido a célula na forma de fosfato (POf'). O enxofre
estd presente nos aminoécidos cisteina e metionina e também
em uma série de vitaminas, como tiamina, biotina, écido lipoico,
e geralmente ¢ fornecido a célula na forma de sulfato (SO:’).
O potissio (K) é necessdrio para a atividade de diversas enzimas,
enquanto o magnésio (Mg) é necessario para a estabilizacio dos
ribossomos, membranas e 4cidos nucleicos, sendo também ne-
cessario a atividade de muitas enzimas. O célcio (Ca) e o sédio

Tabela 3.1

Micronutrientes requeridos pelos microrganismos®
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(Na) sao nutrientes essenciais para apenas alguns organismos, o
sédio em particular para os microrganismos marinhos.

Micronutrientes: metais-traco e

fatores de crescimento
Os microrganismos requerem varios metais para o crescimento,
geralmente em pequenas quantidades, e esses fazem parte dos
micronutrientes que sdo necessarios (Figura 3.1a). Entre esses, o
principal é o ferro, que desempenha um importante papel na res-
piragao celular. O ferro é um componente essencial de citocro-
mos e das proteinas que contém ferro e enxofre envolvidas nas
reacbes de transporte de elétrons (Secdo 3.10). Além do ferro,
virios outros metais sio necessirios ou metabolizados pelos mi-
crorganismos (Figura 3.1a). Coletivamente, esses micronutrien-
tes sao denominados elementos-trago ou metais-trago. Os ele-
mentos-traco, normalmente, desempenham o papel de cofatores
para enzimas. A Tabela 3.1 lista os principais elementos-trago e
exemplos de enzimas em que cada um desempenha um papel.
Fatores de crescimento sio micronutrientes organicos
(Tabela 3.1). Os fatores de crescimento comuns incluem as
vitaminas, porém aminodcidos, purinas, pirimidinas ou di-
versas outras moléculas organicas podem ser fatores de cres-
cimento para um ou outro organismo. As vitaminas corres-
pondem ao fator de crescimento mais comumente requerido,
sendo alguns outros igualmente comuns listados na Tabela 3.1.
A maioria das vitaminas atua como coenzimas, que sio com-
ponentes nao proteicos das enzimas (Se¢ao 3.5). As necessida-

|. Elementos-trago

Il. Fatores de crascimento

Elemento Funcédo Fator de crescimento Funcao
Boro (B) Autoindutor de quorum sensing (comunicagao PABA (acido Precursor do acido folico
célula-célula) em bactérias; também encontrado p-aminobenzoico)
em alguns antibiéticos policetideos Acido falico Metabolismo de um carbono;
Cobalto (Co) Vitamina By,; transcarboxilase (apenas em bactérias transferéncia de grupos metil
do acido propidnico) Biotina Biossintese de acidos graxos; algumas
Cabre (Cu) Na respiragao, citocromo c oxidase; na fotossintese, reacoes de fixacdo de CO,
plastocianina, presente em alguns superéxido B,, (Cobalamina) Metabalismo de um carbono; sintese de
dismutasses desoxirmibose
Ferro (Fe)® Citocromos; catalases; peroxidases; proteinas de B, (Tiamina) Reacgtes de descarboxilagdo
ferro e enxofre; oxigenases; todas as nitrogenases B, (Piridoxal) Transformagdes de aminoacidos e

Ativador de muitas enzimas; componente de
algumas superdxido dismutases e da enzima
que quebra a molécula de agua em fotatréfos
oxigénicos (fotossistema Il

Certas enzimas contendo flavina; algumas
nitrogenases, nitrato redutases, sulfito oxidases,
DMSQO-TMAOQ redutases; algumas formato-
-desidrogenases

Maioria das hidrogenases; coenzima Fq,
dos metandgenos; mondxido de carbono
desidrogenase; urease

Formato desidrogenases; algumas hidrogenases;
© amincacido selenocisteina

Algumas formato-desidrogenases; oxotransferases
dos hipertermafilos

Vanadio nitrogenase; bromoperoxidase

Anidrase carbénica; polimerases de acido nucleico;
muitas proteinas de ligagéo ao DNA

Manganés (Mn)

Molibdénio (Mo)

Niguel (Ni)

Selénio (Se)
Tungsténio (W)

Vanadio (V)
Zinco (Zn)

cetoacidos

Acido nicotinico (Niacina)  Precursor de NAD™

Riboflavina Precursor de FMN, FAD

Acido pantoténico Precursor da coenzima A

Acido lipoico Descarboxilagéo de piruvato e
a-cetoglutarato

Vitamina K Transporte de elétrons

*Nem todos os elementos-traco ou fatores de crescimento séo requeridos por todos os organismos.
0 ferro & normalments requerido em quantidades maiores do que os outros metais-trago apresentados.
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des vitaminicas diferem entre os microrganismos, variando de
nenhuma a muitas. As bactérias ldcticas, que incluem os géne-
ros Streptococcus, Lactobacillus e Leuconostoc (Co Secao 15.6),
sio conhecidas por suas virias necessidades vitaminicas, as
quais superam inclusive as necessidades dos seres humanos
(ver Tabela 3.2).

MINIQUESTIONARIO

* Quais os quatro elementos quimicos que constituemn a maior
parte do peso seco de uma célula?

* Quais as duas classes de macromoléculas que contém a
maior quantidade de nitrogénio em uma célula?

» Diferencie “elementos-trago” e “fatores de crescimento”.

3.2 Meios e cultura de laboratorio

Um meio de cultura é uma solugio nutriente utilizada para pro-
mover o crescimento de microrganismos. Pelo fato de a cultura
em laboratério ser requerida para o estudo detalhado de qual-
quer microrganismo, € necessdria atencdo criteriosa na selecio
e no preparo dos meios para que o cultivo seja bem-sucedido.

Classes de meios de cultura

Duas grandes classes de meios de cultura sao utilizadas em
microbiologia: meios definidos e meios complexos. Os meios
definidos sio preparados pela adi¢ao de quantidades precisas
de compostos quimicos inorganicos ou organicos a dgua desti-
lada. Portanto, a composicdo quimica exata de um meio defi-
nido (de forma qualitativa e quantitativa) é conhecida. A fonte
de carbono é de importincia fundamental em qualquer meio
de cultura, uma vez que todas as células necessitam de grandes
quantidades de carbono a fim de sintetizarem novo material

Tabela 3.2 Exemplos de meios de cultura para microrganismos com reque

celular (Figura 3.1). A natureza da fonte de carbono e sua con-
centragdo dependem do organismo a ser cultivado. A Tabela 3.2
lista férmulas para quatro meios de cultura. Alguns meios de-
finidos, como aquele listado para Escherichia coli, sio consi-
derados “simples’, uma vez que apresentam apenas uma tnica
fonte de carbono. Nesse meio, as células de E.coli produzem
todas as moléculas organicas a partir da glicose.

Para o cultivo de muitos microrganismos, o conhecimen-
to da composigdo exata de um meio nao € essencial. Nessas
situagdes, meios complexos podem ser suficientes ou até mes-
mo vantajosos. Os meios complexos empregam componen-
tes de produtos microbianos, animais ou vegetais, como a ca-
seina (proteina do leite), carne (extrato de carne), soja (caldo
triptico de soja), células de leveduras (extrato de levedura),
ou virias outras substdncias altamente nutritivas. Esses pro-
dutos de digestio encontram-se disponiveis comercialmente
na forma desidratada, e necessitam apenas de hidratacio para
originar um meio de cultura. Entretanto, a desvantagem no
uso de um meio complexo consiste no fato de que a sua com-
posigdo nutricional ndo é precisamente conhecida. Um meio
enriquecido, utilizado na cultura de microrganismos nutricio-
nalmente exigentes (fastidiosos), muitos dos quais sio paté-
genos, comecga Como um meio complexo e, em seguida, é su-
plementado com substéincias adicionais altamente nutritivas
COMO O SOro ou sangue.

Em situagdes particulares, especialmente na microbio-
logia diagnoéstica, frequentemente os meios de cultura sio
produzidos de modo a tornarem-se seletivos ou diferenciais
(ou ambos). Um meio seletivo contém compostos que inibem
seletivamente o crescimento de alguns microrganismos, mas
ndo o de outros. Por exemplo, meios seletivos estio dispo-
niveis para o isolamento de determinados patdgenos, como

mentos nutricionais simples e exigentes®

Meio de cultura definido
para Escherichia coli

Meio de cultura definido para
Leuconostoc mesenteroides

Meijo de cultura complexo para  Meio de cultura definido para
E. coli ou L. mesenteroides Thiobacillus thioparus

KHPO, 7 g K,HPO, 0,6 g
KH,PO, 2 g KH,PO, 0,6 g
(NH..S0, 1 g NH,CI3 g

MgS0O, 0.1 g MgS0,0,1g

CaCl, 0,02 g Glicose 25 g

Glicose 4-10 g Acetato de sédio 25 g

Elementos-traco (Fe, Co,
Mn, Zn, Cu, Ni, Mo)

Aminoacidos (alanina, arginina, asparagina,
aspartato, cisteina, glutamato, glutamina,

2-10 pg cada glicina, histidina, iscleucina, leucina,
Agua destilada 1.000 mL lisina, metionina, fenilalanina, prolina,
pHT7 serina, trecnina, triptofano, tirosina, valina)

100-200 pg cada

Purinas e pirimidinas (adenina, guanina,
uracila, xantina) 10 mg cada

Vitaminas (biotina, folato, 4cido nicotinico,
piridoxal, piridoxamina, piridoxina,
riboflavina, tiamina, pantotenato, acido
p-aminobenzoico) 0,01-1 mg cada

Elementos-trago (como na primeira coluna)
2-10 pg cada

Agua destilada 1.000 mL

pH7

®As fotos sao tubos do (g) meio definido descrito e do (b) meio complexo descrito. Cbsel
restos digestivos que ele contém. Créditos da fote: Cheryl L. Broadie e John Vercillo, So

Glicose 159 KH,PO, 0,649

Extrato de levedura 5 g NH,CI0,5 g

Peptona 5 g MgS0O,0,1g

KH,PO,2 g CaCl, 0,059

Agua destilada 1.000 mL KCI0,59

pHT7 Na,S,0,2 g
Elementos-traco (como na

primeira colunay)

Agua destilada 1.000 mL
pH7

Fonte de carbono: CO, do ar

rve como o meio complexo & colorido devido aos varios exiratos organicos e
uthern lllinois University em Carbondale.



linhagens de Salmonella ou Escherichia coli que causam in-
toxicagao alimentar. Um meio diferencial corresponde aquele
ao qual um indicador, normalmente um corante, é adicionado,
revelando por meio de uma mudanga de coloragao se uma rea-
¢do metabolica em particular ocorreu durante o crescimento.
Os meios diferenciais sdo bastante tteis na distin¢ao de espé-
cies bacterianas, e sio amplamente utilizados no diagnéstico
clinico e na microbiologia sistemdtica. Os meios diferenciais e
seletivos serdo discutidos no Capitulo 27.

Necessidades nutricionais e

capacidade biossintética

Das quatro férmulas de meios de cultura apresentadas na
Tabela 3.2, trés sio de meios definidos e um é complexo. O meio
complexo é mais facilmente preparado e permite o crescimento
de Escherichia coli e Leuconostoc mesenteroides, os exemplos
utilizados na tabela. No entanto, o meio definido simples per-
mite o crescimento de E. coli, mas nao o de L. mesenteroides.
O crescimento deste ultimo organismo em um meio definido
requer a adi¢ao de vérios nutrientes nao requeridos por E. coli.
As necessidades nutricionais de L. mesenteroides podem ser
supridas pela preparagdo de um meio definido altamente su-
plementado, um procedimento bastante trabalhoso devido
aos varios nutrientes individuais que devem ser adicionados
(Tabela 3.2), ou pela preparag¢ao de um meio complexo, um
procedimento muito menos complicado.

O quarto meio apresentado na Tabela 3.2 suporta o
crescimento da bactéria sulfurosa Thiobacillus thioparus;
esse meio nao suporta o crescimento de nenhum dos outros
organismos. Isso se deve ao fato de que T. thioparus é um
organismo quimiolitotréfico e autotréfico e, portanto, nao
necessita de carbono orgénico. T. thioparus deriva todo
seu carbono a partir de CO, e obtém sua energia pela oxi-
dagao do composto sulfuroso tiossulfato (Na,S,0,). Assim,
T. thioparus exibe a maior capacidade biossintética entre to-
dos os organismos listados na tabela, superando até mesmo
E. coli nessa questao.

A ligao que deve-se levar da Tabela 3.2 é que diferentes
microrganismos podem exibir exigéncias nutricionais extre-
mamente distintas. Para obter-se sucesso no cultivo de qual-
quer microrganismo, é necessario o conhecimento de suas
necessidades nutricionais, a fim de que os nutrientes sejam
fornecidos na forma e proporgoes adequadas.

Cultivo laboratorial

Uma vez que um meio de cultura tenha sido preparado e es-
terilizado, a fim de torné-lo desprovido de qualquer forma de
vida, organismos podem ser inoculados, e a cultura incubada
em condigdes que permitam o crescimento (Figura 3.2). Em um
laboratério, normalmente a inoculagdo serd de uma cultu-
ra pura em um meio de cultura liquido ou sélido. Os meios
de cultura liquidos sao solidificados com dgar, normalmente
a 1 a2%. Os meios sélidos imobilizam as células, permitindo
que elas cresgam e originem massas isoladas e visiveis, deno-
minadas colénias (Figura 3.2). As colonias bacterianas podem
exibir varias formas e vérios tamanhos, dependendo do orga-
nismo, das condi¢des de cultivo, dos nutrientes fornecidos,
além de vérios outros parametros fisiolégicos. Alguns micror-
ganismos produzem pigmentos que tornam toda a colénia co-
lorida (Figura 3.2). As colénias permitem ao microbiologista
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Figura 3.2 cColénias bacterianas. Colonias sdo massas visiveis de
células originadas de sucessivas divisoes de uma ou poucas células, podendo
conter mais de um bilhdo (10%) de células individuais. (a) Serratia marcescens,
cultivada em agar MacConkey. (b)Ampliac@o das colonias apresentadas em ().
(c) Pseudomonas aeruginosa cultivada em agar tripticase soja. (d) Shigella fle-
Xxneri cultivada em agar MacConkey.




78 UNIDADE 1 ¢ AS BASES DA MICROBIOLOGIA

\ -

A ponta do tubo é

A alca € aquecida O tubo é destampado ‘
para esterilizacao

para esterilizacao

passada pela chama

Apenas a porcao O tubo é novamente O tubo é fechado;
estéril da alca flambado a alca é novamente
entra no tubo esterilizada

Figura 3.3  Transferéncia asséptica. Aps o tubo ser vedado no final, a alca é novamente esterilizada antes de ser dispensada.

observar a composi¢ao e pureza presumida da cultura. Placas
contendo mais de um tipo de colénia sdo indicativas de uma
cultura contaminada.

Os meios de cultura precisam ser esterilizados antes do
uso, e o processo de esteriliza¢ao é obtido pelo aquecimento
do meio em uma autoclave. Serao discutidos a operagao e os
principios da autoclave na Se¢ao 5.17, juntamente com outros
métodos de esterilizagao. Uma vez que um meio de cultura es-
téril tenha sido preparado, o mesmo se encontra pronto para
inoculagao. Essa manipulagdo requer o emprego de uma téc-
nica asséptica (Figuras 3.3 e 3.4), uma série de etapas que visam
prevenir a contaminagao durante a manipulagdo de culturas e
de meios de cultura estéreis. O dominio da técnica asséptica
é necessario para a manutengao de culturas puras, uma vez
que os contaminantes transmitidos pelo ar estao presentes em
todo lugar (Figuras 3.3 e 3.4). A coleta e nova semeadura de
uma colonia isolada é o principal método para a obten¢ao de
culturas puras, a partir de amostras liquidas contendo diferen-

As estrias subsequentes
estdao em angulo com
a primeira estria

tes organismos, e é um procedimento comum nos laboratérios
de microbiologia. Outras técnicas para a obtengao de culturas
puras foram desenvolvidas especialmente para grupos especi-
ficos de bactérias com necessidades nutricionais incomuns, e
essas serdo discutidas na Secao 18.2.

MINIQUESTIONARIQ === == =mmmmmmm e mmm e oo

* Por que um meio de cultura complexo para Leuconostoc
mesenteroides seria mais facilmente preparado do que um
meio quimicamente definido?

¢ Em qual meio apresentado na Tabela 3.2, definido ou complexo,
vocé acredita que E. coli cresceria mais rapidamente? Por qué?
E. coli ndo é capaz de crescer no meio descrito para Thiobacillus
thioparus. Por qué?

¢ Qual o significado da palavra estéril? Por que a técnica asséptica
€ necessaria para um cultivo bem-sucedido de culturas puras
em laborat6rio?

Crescimento confluente
no inicio da semeadura

Colbnias isoladas ao
final da semeadura
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do inéculo é removida do tubo

[1 . A alca é esterilizada e uma porgéo ] [2. A semeadura inicial é realizada ] 3. Aspecto de uma placa bem-semeada apés

em uma porcao da placa

a incubacao mostra col6nias da bactéria

Micrococcus luteus em uma placa de
agar-sangue

Figura 3.4 Técnica de semeadura por esgotamento, para a obtencéo de culturas puras. A cobertura da placa deve ser aberta apenas o suficiente para

permitir a manipulagao para o estriamento.



